a9)B*a?^«rff (J P) (12) ^ ^ 4$ ^ ^ (A) (IDI^fffffiRHiill*^ 

i}^^¥6- 508831 

»3ffin;B2K5i^ (43)i>aia sprite ^(1994)10^ 6 a 



(5i)int.ci.» mm^ rrp^^m^^ f i 

A6 1 K 49/00 A 9051 -4C 

47/34 B 7433 -4C 

49/00 Z 9051 -4 C 

C0 8G 63/66 NLP 7107-4 J 



<21)ti5ie§^ 


?$JH2P5 - 501366 


C71)mjRA 




(86) (22)mJRB 


Jfg£4^(1992) 6fi25B 








iF£)t5¥(1993) 12^276 






(86)SS^mRiS^ 


PCT/FR 9 2/0 0 5 8 1 




U'f^>Hrn>20 


(87)ssK'x>n$^ 


W09 3/0 0 1 0 1 


(72)^^« 




(87)(2IIS(^nB 


3P££5^<1993) IMTB 




7-?>XE94230:ft->-V> • r^— 


(31)«5fe*t^5R#^ 9 1/0 8 0 4 1 




— tf>- H':?-^'Ji^-;u4 


(32)ft5tH 


1991^6^288 


(72)35?^$ 




(33)ft5&lt£S[S 


77>;^ (FR) 




7 ^ > ;^ S94210 ^ / ^ u it > -< ;u • 


(81)ffi3£S 


EP(AT. BE. CH, DE, 




Ua->a/^i;xi5t:;^ 


DK. ES, FR. 


GB. OR, IT. LU. MC, N 


(74)ftgA 




L. SE). CA. 


F I, J P. NO. US 















(54) [^B^o€^] :3r^^)7t^z^x^i^>tt^}j%^co-:ruy^^m^^t:mtr^t^i&^ 



(57) [|l*^3 

u ?L«^ y ^ - i: ® ^ nxt t> -k I ^ j^f- u > 



15 jif e-508831 (2) 



nitons 



(I) 



IK*, 

nil, 20*^^ 1 00 0WHttT*0» 
mil, 1 0**^ 1 5 0 0OHttT*^6)- 

4. *t < J ) *, . 



nnti«1.0^^» 1 6 0T*«, 

ii«-»»tri. mw^oiasBt'Tntr ig»e«<o^ytt?-. 

n tt 3)E (OOffl 5 E tio ^ / tt 



Q ' IB « 

^96m*OZ<om9L*Xtk^ [^/tt^ (n«nop«rticlC3) t fe^i*) 

*fit-r*r<«*«iii. ffi^T, A»i!itttK ii^aflztttsirtfy-^- 
MtdA.rt^/Ai'^TO'f. c©^ -j/iffiA-cttRSsntr 

i% HC, ±Eft*fflt»4»*. *©»W^iatWtl, &*Ti'*W«tt 



*©2»B4jJ:cF3»ao«ao^fei4, -tt/Tif y T-a 

CCD 2»g©«a(D^tti:oEtN y T-tjK«tttt<-srw« 

i©tt»eit/r(4i-5-/ui; . >t^u*-tt6i;tt. o»©>lE 
©3D/ K«BflBtt©*t»(:Hff LTV-*ffIBffitt)M^, -t©»fT'S«ft 



nil, 2 Oir-i 1 0 0 0(OfiKTfc*7. 
m«, 1 Otr^ 1 5 0 OroSMT**) 

4fjt y (if-^»^ + ■^^-f K) ffaiciil. 0 0 0**t»4 0. 



6-508831 (3) 

■IR»ttW5 OHd^DtiaTJitif.y-T- CP LA,,) TfcO, * UT 
14 2 0***^ 1 5 ^m<Os.ri^>t^-f-'( Kate**ttl±2 0^<5 1 0 OH 

1, ooo***>60. 0 0 oroiJ^mtWTi^yMaRrD, 



<if!'j»i»)R'f y?- («) tsc CI) T«*n6*i«*»4oftfe«B 

: 5 Oa6«&*4^TI.^4lf. !» -7- CP LA,*) T* fc, C^)* y?iB( 

Re-. 'jv-c^CTi 0<r-.iS o**«o«Ta ( r ) Tasnis^a 

no. #y cxf i/>*4^ifw n 4»i:y/*fctt4iy (7oeu>^ 
^-^-^ K) «tt t * 'J ?Latft*ttt<Dmo« It nnrsait 11, »«i=i4 

1 3 3csn^t*it (1) -ca^tvi^a^tttft^^Mifi^e 0. ooo<o 
# y ABt ft # y ? - 1 tft^r 4 c 1: ^ -» -c » ^. n ft iBflttt 4rffl t^* 

cro tri/>5r*T-< k) * yfi.Br»4t«fet>*. isa*r:tie 
amrr3o-r Ksantft < tern u'ii*. =0-^ K»awt4, so-f k 
-<oft»fet*t^ffiftT*»a«'-i*w««fe«)iix ri-vo, MX. 



6t*o»wgtii, ff«i:ti 1 0 »/LJKiT<it. 

ir, KIir.»lR-B?)i;rvU3-;(.«ft-C*^T t J:i.% 

«t>»Wi:il I t^i 1 0T*4, c©«ao«lc«Arft^tK^t**li* 

1 0*^^.5 Omg/m LK)aA<ff«T* 4, 

Jfijp'J-r-t, x;^7^ib, tfaKllKttx^A-ottJlciRllBt^ta, c 
laldiser) tffl t 1 1 T - n •^^J-tf' -/ tt?t* U * * *. 

1 CO A a & » n$aet>I^ft^Kll 't o&ft ffl f?tX (10 A « n tt 4 K 



m, ff«(CW5 Ot*t) 2 5 0 nmT**, 

Be9-cffit"in»i. cn^,©i3Sii. attEico^fifca Lie. Bwn. 

* » W t JE A (1 E J£ -f 4 . 

1. 1 ) if-U-T-P L A»"«-P EC*'*' 

.(fjxf-u^/r'J a-zl- 7 9. 3 g 

A^'; /HtJP-a 0. 2 5 6 £ 



?f«¥6-508831 (4) 

«Bh/vx> 3 3 5 b. 

- (<I OmmHg- 1 OOr) tmi^T^OiStt* JI2Trili*r *. 
2 2 6. 3 ?a>«»|fi^{«t>n£. 

V9aaji^> 280 «• 

8. 4 BeD««d»6*»^n. wno««tttam?t«T»«f ufcB«, 

iT. ';xf-t>>y tj 3-/i,eDj|*t42. 1 0 OT^O-tUT*? VILtt»0 

1. 2) -^-Pj^A'**'-? EC"" 

TCOlt&ft : 
DL-^^f^K 48.6* 
If. 'Jxf-L/>ry a-A lOg 



yjr'J/vttJB-O 0. 0 8 5 g 

«BK;ux> BOg 

*»AUXKik«i. itrii'?a-r. 

BECtt, 6 3. 6 goattiaj*t»e»*i, w(D«W«<:TE<o:9ttT« 
«r*. iSj— t»*V 4 SET, 4 0 g©«»«>«-2 0 0 g©-:>^ 

TV^«7K8 0 OmL(Ot*>t;*^^ < Otttifat;. io#y ^-ttt»fi 

100 T* 9, za>Zt\t. ?lBt»«itt4^1 3 3«T*f7 + UXXTi/ 
>)r4-'^-< K»a*<4 8«Tft6 :.£*-«i-xt.^i. 
1. 3) .fiy^-PLA 

IC. ttffllR(CBt»U/:+>^>180mgt/jyy/wttttO. 180g 
%aiAL. COffi6't8*iD»L.':«, ■ttoWKx^/KpTWKaL't U 
TWBff-*--'?-*^** U^lBoehringorftaaSD L-5 ? K S t 1 2 

0 gaAU/i. 



4. c«5#y T-t-y ^ooy #>0*tC»WF$-li-fclft. ^9J-i^X 

1 •Boaa^fit-fflt*';. ±iE*y -^-a^^^-ro-^/tt^-ttai 

8. ooo«)a«-i 4-(i»rf?y?itt»*y-^-t©Rfir 

CTEtoaiCtt^) t50mgfflt». cn*SmL^)T'tr h >©4'C 
»)*»$^4. |BH;'ryMI?fr#y^-*fflt^Tt^4A<3D-*' F»BMt 

IlPoloi.ier I5B*fflt^XitK5t»tfT'J. Ctit^iD^ Z tt^-U* 5 m 
Lfl!)0. 1 3aJE«tt«tt»i« tpH 7. 4) 0<t'(C±e»*»^-> < »? 

t&ri&trc it-J: 4ttJ»xiiajufc fcoT*4. co»«in430'f 

KfiflBttt^, o-y y -x/<'r. *)s 3mmH8 0E53T» 

fcr30>}mHtR**4. ftti. :*:#att?^tfi»«)«'»*'r4Be5T, 
CCDB«at*l. 2 imW7 /w^ -T>tj»T4. 

t-t 5E-3'3'Oii'j^-ri:i»tt, -toi-sti. 'fly (xf-p>^+'t-< 

Tt^4aWn'D8 Hi LT, * OIIIlRtt>i:Hff tXl^ 4tt«ttt<*J8I*D 

acjtsr, «Au/c# y ATu>5'y s-A^awnatit ox, «tsi?^^) 
rr^7 t>fif^r 4. 



(5) 



% ffCC 


0 


0 




3.3 


C.& 


>.l 


13.1 




0 


0 


t 


IS 


3"? 


55 


73 




70 


0 


(1 


55 


3fi 


la 


0 




30 


100 


30 


27 


27 


37 


27 


r«B 90 g/I 


TXS 


HO 


SO 


no 


1BO 


KO 


HO 




1.3 


l.B 


a. J 


S.3 


10.0 


16.7 


43 



/ tt?-Wttail I 0 5 ± 4 6 nraTJ5»9. J(t*HI}tlO. 5i<IJSIT*i, 



PL A,.""PEG""tl 0 Omg. -t OT^^i^U 8 . 000 
if-/U£D 4. Ult«tarr«tfflU^ ±l2«ft*- 1 0 

■ I ciormi DicsB»e * * y i ^ - *•« t » T 2 »m W Wat * tt & • 
o V -Jt/<:ftl/-y 5D. 5 c m07ic«ET2 O'er, 

XII, ipt*K(i*U 4 5±6 0 nmO^y e?-t-*A*TV»i. EttWT 

C<0»f*W^<^Jl«ftiI!)i;T*&*<, P LA"*'P EC*"*€-5 0 

Om P L A.^»»'"tS Omg + LT'*C«»P LA,. 1 1 0 

m'gffit-. cn-i* 1 ni LC&ftttxf-A'ro^C^jWd'tf COjKWII. 




0 20 <0 60 80 100 120 MO 160 



-5- 



a m m t n 9 



ram ti/oosn 



A. OMxrCATt 






Int.Cl.S 


utt iims m\ 








lm»m,mittK 


«. mLDtllAAOOQ 


rni.CI.5 







jlil¥B-508831 (6) 

K SI K « « 



n 17001BI 

u iim 



t(0-A- 7M0OH ?)-lI-7» 0ODS893 «>-01-M 




M9I «, iiofi i«-ia: M9C t.itms 1*1: 



STN IrtUmatloMl tnf onMtten Scrrlct* Bitf 
CAaicil tturKli, wl. tl). "o- 'I. "tO. 
fCelu«M. Ohl». USI. r. «10RSSW .1 

no. Ii3«?*, 1 J. «Lffl. JCl.. P«T A: Mtm. CrtK. . 

ntio). iiit-iittmi. m (Mtnet 






1 taptm^ to«.09.t7) 







(72)^8) 



^^^_;U. a->X;U (72)RB^:& ^?UX^-^> 

7 5>XiS92330V • 'j3.T^:iHi7 hO' 7 7 >7.iS69006 U 3 > ' ';a3-7>y> 

7 ^ >X®69008 U 3 > • 'J :xl^ >T^a. 
-52 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets^ 




(n) Numero de publication : 0 520 888 A1 



12) 



DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 





Numero de dep6t : 92401788.2 


@ Int CI.^: AolK 31/765, AblKy/Ol, 
A61K 47/34 


@ 


Date de depfit : 25.06.92 




@ 


Priorite: 28.06.91 FR 9108041 


Inventeur: Bazile, Didier 

15 bis me Chevalier 

F-94210 Varenne SL HItaire (FR) 


® 


Date de publication de la demande : 


Inventeur: Velllard, Michel 






12 rue du Docteur Roux 

F-92330 Sceaux (FR) 

Inventeur: Prud'homme, Christian 


@ 


Etats conlractants designes : 


19 rue Commandant Faurax 




PT 


F-69006 Lyon (FR) 

Inventeur: Michalon. Jean-Paul 

52 rue SL Mathieu 




Demandeur : RHGNE-POULENC RORER SA 


F-69008 Lyon (FR) 


20, avenue Raymond Aron 






F-92160 Antony (FR) 


@ Mandataire : Le Pennec, Magall et al 

RHONE-POULENC RORER SA, Direction des 




@ 


Inventeur : Spenlehauar, Gilles 


Brevets, 20 Avenue Raymond Aron 




10 Place Ovale 


F-92165 Antony C6dex (FR) 




F-94230 Cachan (FR) 





(g) Nanopartlcutes d base d*un copotymere ^ blocs de polyoxyde d*ethylene et aclde polylactlque. 



(57) La prfesente invention conceme des nanoparticules ayant un temps de capture, par le systfeme 
r^ticulo endoth6ltal, allong6. Elles sont constitutes d'un copolymfere polylactique polyoxyde d'6thyf6ne 
et/ou de propylene tventuellement en melange avec un polymere polylactique. 



< 

GO 
CO 
CO 

o 

CM 

in 
o 

CL 
LLI 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP 0 520 888 A1 



La presents invention concerne de nouvelles particules spheriques de petites dimensions, souvent infe- 
rieures a 500 nm. Les nouvelles particules de la presente invention, encore appelees nanoparticules presen- 
tent I'avantage de pouvoir circuler dans le flux sanguin sans probieme de dimension au niveau des capillaires 
et presentent en plus I'avantage de pouvoir eviter le systeme reticulo endothelial. L'invention vise aussi Tutili- 
sation des nouvelles particules selon l'invention en pharmacie humaine ou animate. 

Les nanoparticules qui peuvent fetre utilis^es pour une injection dans le syst6me vivant doivent Stre bio- 
compatibles. Ainsi tous les syst6mes polymeriques ne contenant pas de chames polymeriques biod^gradables 
ou bioresorbables ne sont pas acceptables pour de telles injections, tl est d'autre part preferable lorsque I' on 
utBise de tets syst^mes que les produits de degradation soient compatibles avec les organismes vivants. Ace 
Jour seuiement deux types de polymeres peuvent convenir, it s'agitdes polymeres lactiques ou glycoliques ou 
des copolymferes mbrtes lactique-glycolique. 

Les precedes de preparation des nanoparticules peuvent etre divises en trois types de procede, le premier 
consistant a polymeriser les monomeres et d armer les nanoparticules simultanement, les deux autres consis- 
tant a solubiliser le polymere et e former les nanoparticules independammenL 

Le premier type de procede consiste a effectuerune polymerisation d'un monomere dans une solution de 
fagon d obtenir une dispersion micellaire du polymere dans la solutton. Ce type de procede est limite e des 
monomeres polymerisables en solution, il n6cessite I'eiimination apres I'etape de polymerisation du catalyseur 
de polymerisation, des oligomeres de bas poids moleculaire, des monomferes et des agents surfactants ne- 
cessaires e la polymerisation. Le polymere obtenu presente une repartition de poids moleculaire al6atoire. 

Le deuxieme et le troisieme types de precede consistent e utiliser des polym6res prefonm6s, e les solubi- 
liser dans un solvant, a former un precipite ou une dispersion e partir d'une solution de ces polymeres et d'un 
non solvant puis e evaporer le solvant de fa?on d recuperer les nanoparticules sous forme d'une suspension 
colloTdale. La solution solvante est generalement une solution organique du polymere, la solution non solvante 
est souvent une solution aqueuse. 

Selon le deuxieme type de procede, le polymere est solubaise dans un solvant organique misdble e Teau. 
Lorsque cette solution est m61ang6e e la phase aqueuse, le polymere insoluble dans le melange phase aqueu- 
se/solvant organique precipite sous forme de nanoparticules. 

Selon le troisieme type de procede on emulsionne le solvant organique contenant le pdymere, non miscible 
e I'eau. dans une phase aqueuse puis on evapore le solvant organique. 

La formation du precipite ou de I'emulsion exige la presence d'une quantite d'agent surfactant loin d'etre 
negligeable. Or lors de I'evaporation subsequente, il est tres difficile d'eliminer Tagent surfactant qui subsiste 
dans la suspension colloTdale de nanoparticules obtenue, cet agent est souvent ind6sirabte pour une bonne 
biocompatibtle. Ces deux dernieres techniques ne sont done pas utilisables pour la preparation de nanopar- 
ticules biocompatibles e cause de la presence de I'agent protecteur colloidal. 

La presente invention concerne de nouvelles nanoparticules evitant le systeme reticulo endothelial e base 
de polymeres comportant une majorite de motifs d6gradables et ne contenant eventuellement pas d'agent ten- 
sioactif additionnel. Eile sont obtenues e partird'un copolymere constitue d'une majorite de motifs polylactiques 
et d'une minorite de motifs oxyde d'ethylene et/ou oxyde de propylene, Ce copolymere repond pour la majorite 
de ses motifs de preference a la formule (I) suivante : 



-O-CHp-CH- 



nL 



0-CO-CH- 
I 



-OH 



a) 



dans laquelle: 

R re presente dans chacun des motifs oxyde d'alkyl6ne un groupe identique ou different choisi 
parmi I'hydrogene ou un groupe methyle 

R' represente I'hydrogene ou un groupe alkyle contenant 1 4 atomes de carbone, de preference 
un groupe methyle 

n est un nombre entier compris entre 20 et 1000 

m est un nombre entier compris entre 10 et 1500 
Le motif polymerique polylactique de ce copolymere de formule (I) a de preference un poids moleculaire 
compris entre 700 et 100 000, le motif poiyoxyde d'6thyiene a lui de preference un poids mol6culaire compris 
entre 1 000 et 40 000. D'une fagon encore plus preferentielle le motif polymerique polylactique a un poids mo- 
leculaire compris entre 1 000 et 60 000, le motif poiyoxyde d'ethylene a un poids moleculaire compris entre 1 
000 et 6 000. 
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Selon une derniere preference !e poiymere pdylactique est un potymere contenant 50 % de motifs lactique 
de configuration D (PLA50) et !e polyoxyde d'alkylene est un polyoxyde d'ethylfene. 

Ce copoiynnere se presente de preference sous une forme dibloc, c'est a dire que selon une maniere pra- 
tique de mise en oeuvre on part d'un polyethylene et/ou polyoxyde de propylene commercial monofonctionnel 
5 de poids moleculaire desire c*est a dire d'un poids moleculaire compris entre 1 000 et 40 000 ou encore compor- 
tant 20 d 1000 motifs oxyde d'6thylfene ou de propylene, de pr6f6rence comportant 20 6 150 motifs oxyde 
d'ethylene ou 20 ^ 100 motifs oxyde de propylene sur lequel on greffe des modfs lactides jusqu*^ obtenir le 
poids moleculaire desire sur la chaine polylactique en presence d'un Initiateur tel que notamment I'octoate 
d'etain. 

10 On peut prfeciser que pour obtenir des blocs polylactiques d'un poids moleculaire compris entre 1 000 et 

60 000, il est souhaitabie d'introduire entre environ 10 et 1000 motifs iactide. On prefere tout particulierement 
utiiiser des copolymeres polyoxyde d'ethylene et/ou polyoxyde de propylene polylactique dont ta chaTne 
contient entre 10 et 150 motifs lactiques. 

On prefere encore plus particulierement partir d'un polyethylene glycol commercial comportant 48 motifs 

15 oxyde d'ethyl6ne d'un poids moleculaire de 21 00 que Ton fait reagir avec 40 a 1 SO motifs Iactide. 

Ces nouvelles nanoparticules evitant le systfeme r6ticulo endothelial peuvent aussi 6tre constitu6es d'un 
melange d'un ou de plusieurs poiymere(s) polylactique pur et du copoiymere de for mule (1). 

Afin de preparer ces dernieres nouvelles nanoparticules selon Hnvention it est n6cessaire de meianger 
le copoiymere de formule (I) avec une quantite utile d'un poiymere polylactique. Ce poiymere polylactique est 

20 de preference un poiymere comportant un melange 50/50 d'isomere D et L de I'acide lactique (PLAm)- On pre- 
fere utiiiser un melange contenant entre 10 et 80 % en poids de copoiymere de formule (!) par rapport au po- 
iymere polylactique. Le rapport ponderal final dans la composition polymerique entre le motif polyoxyde d'ethy- 
lene et/ou de propylene et les motifs polylactique est de preference compris entre 1 et 25 % en poids. On prefere 
tout particulierement utiiiser la composibon obtenue par melange d'un poiymere polylactique de poids mole- 

25 cuiaire de 60 000, d'un copoiymere de formule (1) daris lequel R repr6sente I'hydrogene, n est egal e 48 et m 
est6gald133. 

Selon une premiere m6thode de preparation des nanoparticules, le copoiymere polylactique- polyoxyde 
d'ethylene et/ou de propylene desire, eventuellement en melange avec le polym6re polylactique est mis en so- 
lution dans un solvantou dans un melange de solvants. puis la solution organique est versee dans une solution 
30 aqueuse, de fa?on d provoquer la formation des nanoparticules par precipitation. Dans ce procede, on n'utilise 
eventuellement pas d'agent protecteur colloidal additionnel. On entend par agent protecteur colloidal, les 
agents de surface dont font par tie les agents tensioactifs qui favorisent la formation de colloTdes. 

Le solvant ou le melange de solvants solubilisant le copoiymere est choisi parmi les c6tones telle que I'ace- 
tone, les ethers cycliques tels que le tetrahydrofurane, les dioxanes; les nitriles tels que racetonitrite. On pr6fere 
35 utniser I'acetone. La solubillte du copoiymere dans ces solvants est de preference sup.erieure a 10 g/l. 

La solution aqueuse peut 6tre de I'eau pure ou une solution saline telle par exemple une solution tampon 
ou egalementune solution de glucose. 

Le rapport volumique entre la solution aqueuse et la solution du copoiymere est compris de preference 
entre 0,5 et 10, et lout particulierement entre 1 et 10. La quantite de copolym6re introduite dans le solvant de- 
40 pend bien entendu de sa solubilite, mais pour une meijieure mise en oeuvre de I'invention, c'est e dire essen- 
tiellement pour obtenir un rendenr^ent optimum en nanoparticules formees, une quantite comprise entre 10 et 
50 mg/ml est preferee. 

Selon une deuxieme methode de preparation des nanoparticules, le poiymere polylactique polyoxyde 
d'ethylene et/ou de propylene est mis en solution dans un ester, de preference dans I'acetate d'ethyle puis la 
45 solution organique est versee dans la solution aqueuse. Les nonoparticules sont formees par I'utilisation d'un 
microftuidiseur 

Le solvant du copoiymere est ensuite evapore en chauffant la solution colloTdale de nanoparticules au des- 
sus de la temperature d*6bulIition du solvant dans le cas ou I' elimination est effectuee e pression atmospherique 
ou a une temperature inferieure si I'evaporalion est effectuee sous pression reduite. Apr6s que le solvant ait 
50 ete eiimine. la suspension de nanoparticules dans I'eau est f iltree sur un f iib-e de diametre de pores d'environ 
1 ^im, de fagon e eiiminer les agregats et les grosses particules. Le rendement en nanoparticules obtenues 
depasse generalement 50 %. " 

La formation de nanoparticules peut etre effectuee en presence d'un prindpe actif pharmaceutique qui 
peut etre introduit soit dans le solvant du copoiymere soit dans le solvant de precipitation, il doit de preference 
55 etre soluble dans le solvant du poiymere et non soluble dans I'eau, bien qu'il soit toujours possible de former 
des nanoparticules si le prindpe actif est sduble dans I'eau, le rendement en sera neanmoins amoindri. 

Les nanoparticules obtenues ne contiennenl que le copoiymere de formule (I) ou le m6lange de polym6res 
polylactiques et de copoiymere de formule (!) et eventuellement un principe actif si la predpitation est effectuee 

3 
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en presence d'un principe actif. Elles presentent un diametre moyen compris entre 50 et 500 nm at de prefe- 
rence un diametre moyen compris entre 50 et 250 nm. 

Les nanoparticules obtenues sent utilisees pour des injections dans un organisn^ vivant dans ia mesure 
oil leur avantage essentiel est de pouvoir eviter ie systems reticulo endothelial, ainsi leur application princtpaie 
5 se trouve en pharmacie humaine ou anrmale.ou pour Ie diagnosUc medical Ces produits sent injectables par 
voie intramusculaire, sous cutan6e, intraartferielle. intraveineuse. intraorgane ou intracavit6s sans risque ana- 
phylactique 

invention sera plus complMement decrite ^ I'aide des exemples suivants qui ne doivent pas etre consh 
deres comme limitatifs de I'invention. 

10 

EXEMPLE 1 

Preparation de copoiymeres polylactique polyethylene glycoi 
IS . 1.1)polymerBPl^29oo. pEG^ioo 

Dans un ballon tricol de 250 ml muni d'un agitateur palettes et d'un refrigerant ascendant avec circulation 
d'azote sec. Ie ballon etant chauff6 par un bain d*huile regule, on introduit : 
dllactide - 144 g 

20 polyethylene glycol 79.3 g 
octoate stanneux 0.256 g 

toluene distille 335 g . u ,• rv i 

Le lactide est recristallise la veille dans I'acetate d'ethyle. puis lave Ie jour meme a Cether ethylique. On le 

seche sous vide: On charge tous les reactifs puis on chauffe sous leger reflux (IIO-IU^'C) pendant 5 heures 
25 et demi. Le soivant est ensuite elimin^ sous vide a I'aide d'un evaporateur rotatif (40 mm de Hg - 100°C). 
On obtient 226.3 g de concentrat. 

La purification du copolymfere est effectuee de la fagon suivante : 

On charge: 
concentrat 215 g 

30 dichloromethane 280 g ^ 

On agite jusqu'a formation d'une solution homogene. Cette solution est coulee lentement dans 900 ml 
d'hexane a froid. Le polymere precipite sous forme d'une pate qui est separee par decantation. Le catalyseur 
de polymerisation est elimine dans la phase hexanique. Apres separation du polymere i! est m.s A secher dans 
une etuve sous vide 6 40 ^C. On obtient 188.4 g de copolymere dont la masse est analysee par resonnance 
35 magnetique nucl6aire, ia masse de polyethylene glycoi est de 2100 et cetle de polylactique de 2900, ce qui 
represents iO motifs lactique et 48 motifs oxyde d' ethylene 

1.2) polymere PLA9«»-PEG2ioo 

40 On reproduit I'exemple 1.1 en introduisant les composes suivants : 

dl lactide 48.6 g 

polyethylene glycol 10 g ^ 
octoate stanneux 0.085 g 

toluene distilie 90 g . , « 

45 apres reaction on obtient 63,6 g de concentrat que Ton purrf ie par la methode suivante : on met en solution 40 
g de concentrat dans 200 g de dichloromethane jusqu'e Tobtention d'une solution homog6ne. Cette solution 
est versee lentement dans 800 ml d'eau maintenu enti-e 55 et 60-»C. Le polym6re precipite et le dichloromethane 
est evapore. le lactide non reagi reste en solution aqueuse, le polymere est centrifuge puis s6che e I'etuve sous 

videa40''C. _ ... . 

50 On obtient 35g de polymere dont Tanalyse par resonnance magnetique nudeaire permet de determiner 

le poids moleculaire. Ce dernier est de 9600 pour la chaTne lactique et de 21 00 pour la chaine pdyoxyde d'ethy- 
lene, ce qui represente 133 motifs lactique et 48 motifs oxyde d'etiiyiene. 
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1.3) polymere PIA*^ 



Dans un reacteur d'un litre chauffe par un bain d^huile et muni d'un agitateur sous forme d'une ancre et 
d'un refrigerant ascendant et maintenu sous azote, on introduit 180 g de xylene distilie avant emplo. et 0.180 
g d'octoate d'6tain. on chauffe. puis on introduit 120 g de dl lactide S de la societe Boehringer prealablement 
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recristallise dans I'acetate d'ethyle et lave a rether sulfurique. 

On iaisse reagir 5 heures a 140°C , en fin de reaction, on refroidit rapidement puis on elimine une partie 
du xylene sous vide. On dissout le polymere dans le dichlorcmethane et on le precipite par le methanol. On le 
seche dans une etuve a vide a 65* C. 

5 

EXEMPLE2 

Preparation de nanoparticules a partir de ces polyineres par la premiere methode de preparation 

10 On utilise 50 mg d'un melange selon le tableau suivant de copolym6re prepare en 1.1, de polymere poly- 

lactique selon 1.3 et d'un polymere polylactique de poids mdeculaire 18 000 marque au carbone 14 que Ton 
dissout dans 5 ml d'acetone. Un essai comparatif est effectuee en utilrsant des nanoparticules prepar6es selon 
I'art anterieur a partir du meme polymere polylactique mais en presence d*un agent protecteur colloTdal qui est 
le Pluronic F68 ou Poloxamer 188, Les nanoparticules sont preparees par precipitation en versant lentement 

15 ce volume dans 5 ml de tampon phosphate 0,13 molaire (pH 7,4). La suspension colloTdale obtenue est eva- 
por6e 30 minutes au rotavapor d temp6rature ambiante et sous une pression de 3 mm de Hg. La suspension 
est alors f iltr^e sur un f iltre de 1 .2 |im af in d'^liminer les grosses particules et les aggr6gats. 

On injecte d chaque rat 400 \i\ de suspension, les rats sont repartis en lots de cinq, un pour chaque concen- 
tration en polyoxyde d'6thyl6ne. La cinetique de capture des particules par le systdme reticulo endothelial est 

20 representee en portant la radioactivite restant dans le plasma en % de la radioactivite prfesente dans le plasma 
en fin de perfusion en fonction du temps. La demi vie des particules en fonction de la quantite de polyethylene 
glycol introduite estindiquee dans le tableau ci-dessous. Les courbes de radioactivite restante dans le plasma 
sont tracees en annexe. 



25 



30 



% PEG 


0 


0 


1.6 


3.2 


6.6 


9.8 


13.1 


PLA96oopEG2i«> 


0 


0 


9 


18 


37 


55 


73 




70 


0 


61 


55 


36 


18 


0 


PUV^B 000 


30 


100 


30 


27 


27 


27 


27 


tensioactif F68 50g/l 


OUI 


NON 


NON 


NON 


NON 


NON 


NON 


T1/2 vie en mn 


1.9 


1.8 


2.3 


5-2 


10.0 


18.7 
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Preparation des nanoparticules h partir de ces polymeres par la deuxieme methode de preparation 

Sans agent tensio-actif. 

On utaise 100 mg de PLA5o9«>opEG2ioo et 10 mg de poly(d.l-adde lactique) de poids mol6culaire 18000 
40 marque au que Con dissout dans 1 ml d'acetate d'ethyle. Cette soluUon est ensuite dispersee a I'aide d'un 
ultraturrax dans 10 ml d*eau. Une emulsion grossiere est obtenue. Elle est ensuite recyclee pendant 2 minutes 
a I'aide d'un homogeneisateur haute pression type MICROFLUIDICS. L' emulsion estdebarrassee de I'acetate 
d'ethyle a I'aide d'un evaporateur rotatif ^ une pression de 50.5 cm de mercure a 20°C. Le pseudolatex obtenu 
est constitue de nanoparticules d'un diam^tre moyen de 145 ± 60 nm. La demi-vie de ces nanoparticules dans 
4S le sang est de 1 heure. 

Avec un agent tensio-actif. 

On proc6de de m6me que dans I'exemple pr6c6dent en dissolvant 50 mg de PLAseoopEG^^oo. 50 mg de 
pij^52ooo et 10 mg de PLAdj^^°°° marqu6 au que Ton dissout dans 1 ml d'ac6tate d*6thyle. La phase aqueu* 
se est une soluUon de chotate de sodium ^ 10 g.M dans Teau. Diam6tre des nanoparticules: 105 ± 45 nm. 
50 Demie-vie: 0.5 heure. 



Revendicatlons 

- 1 - Nanoparticules evitant le systeme reticulo endothelial caracterisees en ce qu'elles sont constituees 
d'un copolymere polylactique polyoxyde d'ethyi6ne etyou de propylene comportant une majorite de motifs de 
formule : 
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(I) 



dans laquelle: 

R represente dans chacun des motifs oxyde d'alkyiene un groupe identique ou different choisi 
parnni fhydrogene ou un groupe methyle 
10 R' represente Thydrogene ou un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone 

n est un nombre entier connpris entre 20 et 1000 
m est un nombre entier compris entre 10 et 1500. 

- 2 - Nanoparticules selon la revendication 1 caracterisees en ce qu'elles sont constituees d'un melange 
d'un copolymfere selon la revendication 1 et d'un ou plusieurs polymere{s) polytactique. 

f5 - 3 - Nanoparticules selon la revendication 2 caract6ris6es en ce qu'elles sont constitu6es d'un m6lange 

de polymdres selon la revendication 2 et d'un principe actif pharmaceutique. 

- 4 - Nanoparticules selon Tune quelconque des revendications precddentes caracterisees en ce que dans 
la for mule (I) 

R represente I'hydrog^ne 
20 R' represente un groupe methyle 

n est compris entre 20 et 150 
m est compris entre 10 et 150. 

- 5 - Nanoparticules selon Tune quelconque des revendications precedentes caracterisees en ce qu'elles 
presentent une dimension moyenne comprise entre 50 et 500 nm 

25 - 6- Nanoparticules selon la revendication 5 caract6ris6es en ce qu'elles pr6sententune dimension moyen- 

ne comprise entre 50 et 250 nm. 

- 7 - Utilisation des nanoparticules selon Tune quelconque des revendications precedentes en pharmacie 
humaine ou animale ou en diagnostic medical (imagerie). 
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